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球形棕囊藻北部湾株对不同形态磷源的利用及碱性磷
酸酶特性研究*

StudyontheUtilizationofDifferentPhosphorusandAl灢
kalinePhosphataseCharacteristicsofPhaeocystisglo灢
bosaCultivatedfromBeibuGulf

覃仙玲,陈暋波**,赖俊翔,陆家昌,牙韩争

QINXianling,CHENBo,LAIJunxiang,LUJiachang,YA Hanzheng

(广西科学院广西近海海洋环境科学重点实验室,广西南宁暋530007)
(GuangxiKeyLaboratoryofMarineEnvironmentalScience,GuangxiAcademyofSciences,

Nanning,Guangxi,530007,China)

摘要:暰目的暱探讨球形棕囊藻(Phaeocystisglobosa)北部湾株BBW PG飊01对不同磷源利用能力的差异以及碱

性磷酸酶(Alkalinephosphatase,AP)特性,揭示溶解有机磷(Dissolvedorganicphosphorus,DOP)在该藻赤潮发

生时的重要作用。暰方法暱在实验室培养条件下,以 KH2PO4(PO3-
4 )、核糖核酸(RNA)、葡萄糖飊6飊磷酸钠盐(G飊6飊

P)、三磷酸腺苷二钠(ATP)和卵磷脂(LEC)作为磷源,对比研究BBWPG飊01在这5种不同磷源培养条件下的生

长特征及碱性磷酸酶活性(Alkalinephosphataseactivity,APA),并结合磷饥饿条件下的无机磷吸收动力学及碱

性磷酸酶动力学分析其对无机磷和有机磷的竞争机制。暰结果暱5种形态磷源均可被BBW PG飊01利用,RNA为

其最优生长磷源,而以大分子有机磷LEC为磷源时生长最差,两者最大细胞密度分别为4.40暳108cells/L和2.
39暳108cells/L,水解大分子DOP可能需要更高的酶活性。动力学研究结果表明,在磷缺乏的条件下,BBWPG飊
01具有通过高亲和力来竞争磷源以维持生长的能力。暰结论暱球形棕囊藻北部湾株在 AP的作用下,能够利用多

种 DOP进行生长,且在低磷条件下对无机磷(DIP)和 DOP均具有较强的竞争能力,海洋中 DOP可能是球形棕

囊藻赤潮暴发和维持的重要磷源。

关键词:球形棕囊藻暋北部湾暋有机磷暋碱性磷酸酶
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Abstract:暰Objective暱ToexplorethedifferencesofPhaeocystisglobosaBBWPG飊01fromBeibu
Gulfinutilizingdifferentphosphorusanditscharacteristicofalkalinephosphatase(AP)canre灢
vealtheimportantrolethatDOPplayedwhenthealgaebloomoccurs.暰Methods暱Underlabora灢
torycultureconditionandtakingKH2PO4(PO3-

4 ),RNA ,Glucose6phosphate(G飊6飊P),adeno灢
sinetriphosphate(ATP)andlecithin(LEC)as
phosphorussources,thegrowthcharacteristics
and Alkalinephosphataseactivity (APA)of
BBW PG飊01inthesefivedifferentphosphorus
sourceswerecompared.Combiningtheinorganic
phosphorus absorption kinetics and alkaline
phosphatasekineticsunderphosphorusstarva灢
tion,thecompetitive mechanism ofinorganic
phosphorusandorganicphosphorus wasana灢
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lyzed.暰Results暱Itwasfoundthatfivemorphologicalphosphorussourcescouldbeutilizedby
BBWPG飊01.RNAwastheoptimalsourceofphosphorusforitsgrowth,however,withmacro灢
molecularorganicphosphorusLECasthephosphorussource,thegrowthwastheworst.The
maximumcelldensityforthesetwosourceswas4.40暳108cells/Land2.39暳108cells/L,hy灢
drolysisofmacromoleculesDOPmightrequirehigherenzymeactivity.Kineticstudiesindicated
thatBBWPG飊01hadtheabilitytocompeteforphosphorussourcestosustaingrowthwithhigh
affinityinthedeficiencyofphosphorus.暰Conclusion暱UndertheactionofAP,Phaeocystisglo灢
bosafromBeibuGulfcouldgrowwithmanykindsofDOPsandhadstrongcompetitiveability
tobothDIPandDOPunderlowphosphorusconditions.DOPintheoceanmightbeanimpor灢
tantphosphorussourcefortheoutbreakandmaintenanceofPhaeocystisglobosaredtide.
Keywords:Phaeocystisglobosa,BeibuGulf,organicphosphorus,alkalinephosphatase

0暋引言

暋暋暰研究意义暱近几年,球形棕囊藻(Phaeocystis
globosa)成为广西北部湾海域的典型有害赤潮原因

种,赤潮发生时几乎覆盖北部湾的整个海域。该赤潮

是一种有害赤潮,首次在我国广东沿海暴发时就造成

了6500万元的经济损失[1]。除了能产生对养殖业

具有危害的溶血毒素,球形棕囊藻还跟酸雨以及大气

状况有重要联系,这是因为棕囊藻细胞可以释放二甲

基硫化物(DMS)到环境中[2]。因此研究与该赤潮发

生相关的影响因子对于揭示赤潮的发生原因及预防

具有重要意义。暰前人研究进展暱磷是海洋初级生产

力和食物链的基础元素,是浮游植物生长(如 DNA、

RNA及脂质等)、胞内能量(ATP)和信号通路所必

需的大量营养元素,而无机态的正磷酸盐是浮游植物

能够直接吸收利用的唯一磷源[3]。然而越来越多的

研究表明磷是近岸和寡营养海域的限制因子,甚至在

远洋海域也因为固氮作用而逐步成为磷限制[4]。在

无机磷缺乏的条件下,很多浮游植物可以通过碱性磷

酸酶(Alkalinephosphatase,AP)的作用利用溶解有

机磷(Dissolvedorganicphosphorus,DOP)[5],洪华

生等[6]便采用32P示踪法证实了小球藻在碱性磷酸

酶的作用下可以直接利用 DOP,而王艳等[7]用球形

棕囊藻南海株进行研究,结果表明该藻既能利用小分

子DOP(毬飊甘油磷酸钠),也可以利用大分子 DOP(卵
磷脂LEC)进行生长,具槽帕拉藻在 DOP培养下生

长甚至更优于无机磷[8]。磷饥饿条件下的吸收动力

学参数可以指示藻类对无机磷的竞争能力。通过碱

性磷酸酶动力学参数,可以计算底物的周转时间[9],
从而了解浮游植物对 DOP 的利用情况。韦蔓新

等[10]和马媛等[11]发现钦州湾水域的营养盐结构已

经由明显的氮限制逐渐演变为显著的磷限制,这主要

表现在无机氮(DIN)呈明显递增趋势,而无机磷

(DIP)则与此相反。因此,研究球形棕囊藻北部湾株

在不同磷源条件下的生长情况有利于分析其在自然

海水中对磷的利用情况。暰本研究切入点暱在无机磷

相对缺乏的条件下,球形棕囊藻能在北部湾海域维持

长时间、大面积赤潮,了解 DOP在其中所起的作用

具有重要意义。而目前关于球形棕囊藻北部湾株对

无机及有机磷源的竞争利用还不清楚。暰拟解决的关

键问题暱本研究以球形棕囊藻北部湾株为材料,研究

其在无机磷和不同形态磷源培养条件下的生长及碱

性磷酸酶活性的变化,结合无机磷吸收动力学与酶动

力学参数,分析球形棕囊藻利用磷源的策略机制,从
营养生理学的角度为球形棕囊藻赤潮的发生提供理

论依据。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋实验藻种

暋暋实验用球形棕囊藻于2016年分离自钦州湾赤潮

发生区域,保存于北部湾海洋研究中心赤潮藻种质资

源库,编号BBWPG飊01。

1.1.2暋主要仪器和试剂

暋暋PerkinElmerLS55荧光分光光度计、Olympus
BX51倒置显微镜、Agilentcary100紫外飊可见分光

光度计。

暋暋KH2PO4(国药试剂,AR)、核糖核酸(Ekear公

司)、葡萄糖飊6飊磷酸钠盐(Ekear公司)、三磷酸腺苷二

钠盐(Amresco公司)和大豆卵磷脂(Ruibio公司)、4飊
甲基伞形酮磷酸酯(Sigma飊Aldrich公司)、4飊甲基伞

形酮(Sigma飊Aldrich公司)。

1.2暋方法

1.2.1暋培养条件

暋暋藻种在f/2培养基中进行保种,实验开始前,为
了避免培养液中的无机磷对实验造成影响,要进行磷
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饥饿处理,具体方法:将保种用的天然海水更换为人

工配置海水,取对数生长期的藻细胞逐代接种于逐渐

降低磷源浓度的培养液中(即培养基中磷浓度先减半

降低至18毺mol/L,再传代时为9毺mol/L,最后降至

4.5毺mol/L),除磷外的其他营养成分不变。待长到

指数期时,经测定藻液中的无机磷浓度低于检出限,
即可正式开始实验。

暋暋设置起始密度为2暳107cells/L,将无磷的藻液

接种于含有5种不同形态磷源的人工海水培养基中,
各形态磷的初始浓度约为5毺mol/L,其余按f/2的

量添加,每个处理均设3个平行。培养条件为22曟,
光照强度2500lx,光暗比为12h暶12h。5种不同

形态 磷 源 分 别 为 KH2 PO4 (PO3-
4 ),核 糖 核 酸

(RNA),葡萄糖飊6飊磷酸钠盐(G飊6飊P),三磷酸腺苷二

钠盐(ATP)和卵磷脂(LEC)。每天取样进行细胞计

数以及碱性磷酸酶活性(Alkalinephosphataseactiv灢
ity,APA)测定,实验开始当天记为第0天。

1.2.2暋细胞计数

暋暋藻液摇匀后,取1.0mL样品于1.5mL离心管

中,加入20毺L鲁哥氏碘液进行固定,采用100毺L浮

游植物计数框进行计数。

1.2.3暋APA 测定

暋暋APA 的测定参考 Hoppe[12]和 Pettersson[13]的

方法进行,取9mL的培养藻液,加入1mL的 MUP
底物(终浓度为50毺mol/L),在30曟黑暗条件下水

浴1h,经0.22毺m 滤膜过滤后在荧光分光光度计下

检测。

1.2.4暋碱性磷酸酶动力学实验

暋暋取磷饥饿状态下的藻液,按检测 APA 的方法,
分别加入 MUP底物使其终浓度为0.0毺mol/L,0.1

毺mol/L,0.2毺mol/L,0.5 毺mol/L,2 毺mol/L,5

毺mol/L,10毺mol/L,20毺mol/L,50毺mol/L(每个浓

度3个平行)。水解速率 (V,fmol/cell/h)遵循米氏

方程(Michaelis飊Mentenequation):

暋暋V=Vmax·S
Ks+S

,

式中,Vmax为最大水解速率(fmol/cell/h),Ks为半饱

和常数(毺mol/L),S为底物 MUP的浓度(毺mol/L)。

1.2.5暋无机磷吸收动力学实验

暋暋将磷饥饿条件下的藻液45mL加入灭菌三角瓶

中。分别添加5mL的配好的各浓度的磷酸盐使其

终浓度分别为0.0毺mol/L,0.2毺mol/L,0.5毺mol/

L,1.0毺mol/L,2.0毺mol/L,5.0毺mol/L,10毺mol/

L(每个浓度3个平行)。采用米氏方程拟合吸收速

率 (氀,fmol/cell/h)与底物浓度 (S,毺mol/L)之间的

关系:

暋暋氀=氀max·S
Ks+S

,

式中,氀max为最大吸收速率(fmol/cell/h),Ks为半饱

和常数(毺mol/L)。

1.2.6暋数据处理与分析

暋暋文中的图采用SigmaPlot12.5绘制,显著性分

析使用SPSS13.0完成。

2暋结果与分析

2.1暋不同磷源培养条件下球形棕囊藻的生长情况

暋暋由图1可知,5种不同形态磷源培养条件下球形

棕囊藻都能生长,但是生长情况有差异。其中以

RNA为磷源条件下的藻细胞生长最好,甚至优于无

机磷,该条件下的球形棕囊藻从第2天开始进入指数

生长期且密度高于其它几种磷源,至第4天就进入稳

定生长期,其稳定期内(4~7d)细胞密度平均值为

(4.28暲0.20)暳108cells/L;以 ATP 和PO3-
4 为磷源

的实验组在前 5d生长情况较一致,到第 6 天时

PO3-
4 组达到最大密度(3.33暳108cells/L)并进入稳

定期,而 ATP组第7天才长到最大密度(4.12暳108

cells/L)进入稳定期。G飊6飊P实验组球形棕囊藻细胞

生长情况较前两种稍差,没有明显的稳定生长期,细
胞密度在第6天达到峰值(2.75暳108cells/L)后迅

速下降。以LEC为磷源的实验组的细胞生长情况最

差,在第 6 天时细胞密度达到最大值(2.39暳108

cells/L),之后马上进入衰亡期。

暋暋单因素方差结果表明,在4~7d,各组的平均细

胞密度之间均存在显著差异,RNA 组平均密度极显

著高于其他磷源组(P <0.01),而 ATP组和PO3-
4

组极显著高于LEC组(P <0.01)并显著高于 G飊6飊P
组(P <0.05)。

图1暋不同形态磷源对球形棕囊藻生长的影响

暋暋Fig.1暋Effectsofdifferentphosphurussubstratesonthe

growthofPhaeocystisglobosa
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2.2暋不同磷源培养条件下碱性磷酸酶活性的变化

暋暋如图2所示,在以LEC为磷源培养条件下,球形

棕囊藻 APA 呈现先极速上升而后稳定的趋势,且该

组的 APA值始终保持最高,在0~3d极显著高于其

他组(P <0.01)。而其他4种磷源条件下,APA 均

先下降,后上升至一个稳定值,且在0~3d4个实验

组之间无显著差异(P >0.05),G飊6飊P组 APA 在第

4天激增,APA达6.53毺mol/L/h,随后维持在相对

稳定 水 平。RNA 组 在 第 5 天 快 速 升 高 至 6.82

毺mol/L/h,5~8d平均值为(7.11暲0.20)毺mol/L/

h。其次是PO3-
4 组,4~8dAPA 平均值为(5.18暲

0.32)毺mol/L/h,ATP组的 APA 水平最低,最高值

出现在第8天为4.97毺mol/L/h。当各组的 AP均

达到稳 定 后 (第 5 天),APA 由 高 到 低 的 顺 序 为

LEC>RNA>G飊6飊P> PO3-
4 > ATP。经SPSS分

析,在5~8d,LEC组 APA平均值极显著高于 ATP
组和PO3-

4 组(P<0.01)并显著高于G飊6飊P组(P<
0灡05),而 ATP组和 PO3-

4 组的 APA 水平极显著低

于其他3个实验组(P <0.01),RNA 组、LEC组及

G飊6飊P组之间无显著差异(P >0.05)。

暋暋图2暋不同形态磷源培养下球形棕囊藻碱性磷酸酶活性

(APA)随时间的变化

暋暋Fig.2暋ThevariationofAPAofPhaeocystisglobosacul灢
tivatedindifferentphophorussourceswithtime

2.3暋磷饥饿条件下的碱性磷酸酶动力学和无机磷吸

收动力学实验

暋暋碱性磷酸酶动力学研究结果表明(图3a),磷饥

饿条件下球形棕囊藻碱性磷酸酶的最大水解速率

Vmax为50.81fmol/cell/h,对底物 DOP的半饱和常

数Ks 为2.78毺mol/L,拟合曲线R2=0.96。在磷饥

饿条件下,球形棕囊藻对无机磷的吸收速率在一定浓

度范围内随着浓度的增大而变大,到一定浓度时呈饱

和状态(图3b),球形棕囊藻对无机磷的最大吸收速

率氀max为7.56fmol/cell/h,对底物无机磷的半饱和

常数Ks 为1.09毺mol/L,拟合曲线的相关系数R2=
0.94。

暋暋图3暋球形棕囊藻磷饥饿条件下碱性磷酸酶活性(APA)

随 MUP浓度变化(a)和对无机磷吸收速率随 DIP浓度变化

(b)的 Michaelis飊Menten拟合曲线

暋暋Fig.3暋TheMichaelis飊Mentenmatchedcurveofchanges

ofalkalinephosphataseactivities(APA)varyingwith MUP

concentrations(a)andphosphateuptakerateofPhaeocystis

globosawithphosphateconcentrations(b)

3暋讨论

暋暋天然海水中 DOP的组成成分种类繁多,结构复

杂,主要有 G飊6飊P、2飊磷酸甘油酸、磷肌酸、核苷酸、

ATP等形态。为了模拟天然海水中DOP的组成,在
研究浮游植物对海水中 DOP的利用特性时,人们常

以上述几种有机磷作为研究对象[14]。在关于藻类对

不同形态磷源的研究中,大部分种类都以 DIP为最

优生长磷源[15]。而不同种类浮游植物在无机磷缺乏

条件下对 DOP的利用策略存在差异,如骨条藻对

DOP的利用能力低于塔玛亚历山大藻、海洋卡盾藻

和赤潮异弯藻等鞭毛藻类[16]。海洋卡盾藻能利用磷

酸三乙酯(TEP),而赤潮异弯藻却不能利用 TEP进

行生长[17]。海洋卡盾藻不能利用LEC进行生长[18],
而具槽帕拉藻在LEC下能良好生长[8]。王艳等[7]在

研究球形棕囊藻南海株对不同磷源中的生长情况时

发现,该菌株在无机磷与 DOP中生长很接近,其中
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大分子DOP(LEC)的生长曲线介于 DIP 和小分子

DOP(毬飊甘油磷酸钠)之间。在本研究中,球形棕囊藻

北部湾株可以利用多种形态的磷源进行生长,意味着

在自然海水中该藻具有广泛的磷源。但是对不同形

态的磷源吸收具有差异性,球形棕囊藻北部湾株在小

分子 RNA 下生长最好,其次是 DIP、小分子有机磷

G飊6飊P及 ATP,而在大分子有机磷 LEC为磷源条件

下生长最差。这意味着即使是同一种类,对 DOP的

利用能力也会因株系不同而存在差异。

暋暋藻类对 DOP的利用需要 AP的水解作用,大多

数浮游植物的 AP都是诱导酶,在低磷条件下诱导产

生。在实验起始期检测到了(2.74暲0.24)毺mol/L/

h/的 APA,这是因为为了消除原藻液培养基中无机

磷的影响,本实验所用藻种是经过磷饥饿处理的,所
以在实验开始时藻液就具有较高的 APA。随着培养

时间的延长,APA有所上升,其中LEC组的 APA始

终高于其他处理组,且在第1天便开始增大至1.9
倍,这意味着在大分子 DOP培养条件下,球形棕囊

藻处于更严重的磷限制状态,因而表达更高水平的

APA。大多数情况下总 APA 会随着细胞数目的增

大而升高,因而光从单位水体总 APA 上可能无法用

来验证浮游植物的磷限制状态,借助额外的指标,例
如 Ks的降低或周转时间的减少可以用来辅助验证浮

游植物处于磷限制状态[19],所以对浮游植物碱性磷

酸酶特征的研究还需要结合酶动力学参数分析[20],
本研究中球形棕囊藻对DOP模拟底物 MUP的亲和

常数(Ks)为2.78毺mol/L,其潜在最大水解速率为

50.81fmol/cell/h(6.45毺mol/L/h),对DOP的周转

时间仅为0.43h。与其他同样使用 MUP为底物研

究藻类碱性磷酸酶的动力学参数进行比较(表1)可
知,当环境中的 DOP较低时,球形棕囊藻凭借较高

的1/Ks 和周转速率,在竞争DOP上具有优势。
表1暋不同浮游植物的碱性磷酸酶动力学参数比较

Table1暋Thecomparationofalkalinephosphatasedynamicspa灢

rametersofdifferentphytoplankton

种类
Species

底物
Sub飊
strate

Ks
(毺mol/L)

Vmax
(fmol/
cell/h)

参考文献
Refer飊
ences

链状亚历山大藻
Alexandrium
catenella

MUF飊P 1.32 747.00 [20]

角毛藻
Chaetocerossp. MUF飊P - 62.40 [21]

旋链角毛藻
Chaetoceroscurvisetus MUF飊P 13.79 659.42 [22]

玛氏骨条藻
Skeletonemamarinoi MUF飊P 47.39 219.87 [22]

球形棕囊藻
Phaeocystisglobosa MUF飊P 2.78 50.81 本研究

Thisresearch

暋暋浮游植物对营养盐的亲和力决定了在营养盐限

制的环境中,浮游植物群落种间竞争营养盐的能力,
而最常用的表达浮游植物对营养盐亲和力的方法就

是通过营养盐吸收动力学方程求得浮游植物的最大

吸收速率氀max与半饱和常数Ks
[23飊24]。当环境中无机

磷浓度较高时,氀max越大的浮游植物越能够迅速吸收

磷储存于细胞内,而在环境中的无机磷浓度较低时,
较高的1/Ks 值意味着对无机磷具有更高的亲和力。
球形棕囊藻北部湾株对无机磷的 Ks 为1.09毺mol/

L,比文献中大部分研究藻类稍低,如王丹等[22]研究

中旋链 角 毛 藻 和 玛 氏 骨 条 藻 的 Ks 分 别 为 0.90

毺mol/L和2.02毺mol/L,其他藻类如古老卡盾藻

(Chattonellaantique),链状裸甲藻(Gymnodium
catenatum )和浮动弯角藻(Eucampiazoodiacus)
对无机磷吸收动力学的Ks 分别为1.76毺mol/L、3.4

毺mol/L和4.85毺mol/L[25飊27],相比较而言,球形棕囊

藻北部湾株对无机磷的亲和力较高。由于藻类的体

积不同,因此在此它们的单位细胞氀max之间不具有可

比性。

暋暋Li等[28]指出在长江口藻华发生过程中有机营养

盐具有很重要的作用,尤其是 DOP在磷限制的海域

在早期藻华发生时起重要作用。在赤潮爆发的季节,
长江口海域 DOP 约占总溶解磷(TDP)的40%左

右[29]。我们前期调查发现,钦州湾海域夏季和冬季

DOP占 TDP之比均超过50%,大于 DIP成为海区

的最主要磷源[30],结合本研究的结果,可以推测,在
广西北部湾球形棕囊藻赤潮的发生与维持期间,

DOP为藻类的繁殖提供了重要磷源。

4暋结论

暋暋球形棕囊藻北部湾株在无机磷缺乏的条件下可

以利用不同形态的DOP进行生长,在以小分子 DOP
为唯一磷源的条件下生长甚至优于无机磷。球形棕

囊藻北部湾株对大分子 DOP如 LEC的利用能力比

较差,需要较高的碱性磷酸酶活性水平的水解作用。

DOP是北部湾 TDP的主要成分,因此在广西北部湾

球形棕囊藻赤潮的发生与维持期间,DOP为藻类的

繁殖提供了重要磷源。
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